












Abstract:  Grasses  accumulate  large  amounts  of  silicon  (Si)  which  is  deposited  in  trichomes, 







had no effect on  leaf mechanical  traits; however, Si changed  leaf surface morphology: silica and 
prickle cells were on average 127% and 36% larger in Si supplemented plants, respectively. Prickle 
cell  density  was  significantly  reduced  by  Si,  while  macrohair  density  remained  unchanged. 












plant  [1]. Grasses can deposit Si as amorphous solid  silica  in various ways:  inside  cell walls and 
intercellular spaces, in silicified external structures such as trichomes and in specialised silica cells 











leaf  toughness and mechanical resistance. The accumulation of Si  in  the apoplast  (in between  the 
plasma membrane and cell wall) has been found to stabilise cell walls against damage [16–18]. Several 
studies  have  shown  decreased  electrolyte  leakage  (as  a measure  of membrane  damage)  in  Si‐





have  shown  no  response  to  Si  supplementation  [22,23].  Very  few  studies  have measured  leaf 
mechanical  traits  in  relation  to  Si  supplementation  and  the  effect  on  subsequent  herbivore 
performance. As such, the specific mechanisms by which Si deters herbivory are not always clear, as 
the  effect  of  Si  on  herbivores  can  be  difficult  to  disentangle  from  Si‐induced  changes  in  leaf 
mechanical traits. 




of  Si  in  crops.  Brachypodium  distachyon  develops  two  main  types  of  nonglandular  trichomes: 
macrohairs  and prickle  cells  [13]. Recent work  has  shown  that B.  distachyon  concentrates  silicon 
deposition  in  the  leaf macrohairs  [13], and  that Si supplementation  in  this species has significant 
negative effects on insect herbivory [27]. We tested the effect of Si in B. distachyon on two generalist 









leaf area, electrolyte  leakage, dry matter content); b)  the morphology of surface cells  (macrohairs, 
prickle  cells,  Si  cells  and  epidermal  cells);  and  c)  growth  of  two  generalist  herbivores.  We 




















  Si‐  Si+  W  p 
(a) Leaf Mechanical Traits         
Si (% DW)  ND (<0.3)  1.54 ± 0.14  ‐  ‐ 
Mean relative electrolyte leakage  0.10 ± 0.01  0.11 ± 0.01  ‐  ‐ 
Specific leaf area (mm2 mg−1)   3.6 ± 0.1  3.6 ± 0.2  85  0.47 
Leaf thickness (mm)  0.15 ± 0.004  0.16 ± 0.004  28  0.29 
Dry matter content (%)  33.7 ± 1.28  36.6 ± 0.92  38.5  0.055 
(b) Surface Morphology         
Macrohair density (mm2) adaxial  2.15 ± 0.27  2.34 ± 0.16  48  0.17 
abaxial  0.44 ± 0.12  0.68 ± 0.09  24  0.068 
Si cell area (m2)  287.2 ± 22.2  651.6 ± 36.2  0  0.002 * 
Prickle cell density (0.1 mm−2) adaxial  70.0 ± 1.6  53.7 ± 2.5  36  0.005 * 
abaxial  121.7 ± 4.6  99.5 ± 3.3  35  0.004 * 
Prickle cell size (m2) adaxial  122.1 ± 7.2  162.2 ± 9.3  2  0.009 * 
abaxial  176.0 ± 6.9  246 ± 10.1  0  0.002 * 
Prickle cell coverage (%) adaxial  8.6 ± 0.6  8.6 ± 0.3  16  0.82 
abaxial  21.4 ± 1.1  24.5 ± 1.4  7  0.093 
Epidermal cell size (m2) adaxial  771.3 ± 30.7  841.5 ± 39.8  10  0.240 
abaxial  773.6 ± 44.9  1011.3 ± 55.2  3  0.015 * 
(c) Herbivore Response         
H. armigera RGR (mg mg−1)  −26.8 ± 8.7  −149.5 ± 6.1  144  <0.001 * 
A. domesticus RGR (mg mg−1)  1.3 ± 3.7  −6.4 ± 1.1  125  0.002 * 
H. armigera frass (mg)  28.5 ± 3.7  1.3 ± 0.4  144  <0.001 * 
A. domesticus frass (mg)    3.5 ± 0.5  0.8 ± 0.2  129  0.001 * 
Significant terms are indicated by an asterisk (* p < 0.05). 
 
Figure 1. Mechanical  leaf  traits  in response  to Si supplementation.  (A) Relative electrolyte  leakage 
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We  performed  herbivore  feeding  assays  on  two  generalist  insects with  differing  digestive 
abilities to test the effect of Si‐induced changes in leaf morphology on insect herbivory. The resulting 
herbivore  response was significantly negative; Si  treatment decreased both caterpillar and cricket 
relative growth  rates  (RGR)  (Figure 4 and Table 1c). Both caterpillars and crickets also produced 








































































Figure 3. Brachypodium distachyon  leaf surface morphology  in response  to Si supplementation.  (A) 





Figure  4. The  relative growth  rate of  (A) H.  armigera and  (B) A. domesticus and  their  frass  (C,D), 
respectively, after feeding on Si+ and Si‐ B. distachyon (n = 12). Values are means ± SE. 
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adaxial  and  abaxial  measurements.  Positive  effect  size  indicates  higher  values  under  Si 
supplementation. Bars that overlap zero indicate a nonsignificant effect. 
3. Discussion 
In  this  study, we  show  that  silicon  significantly  alters  the morphology  of  specialised  surface 
defence  structures  in  B.  distachyon,  resulting  in  reduced  herbivore  growth.  However,  the  more 
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matter  could  still  affect  digestion.  Ultimately,  impaired  digestion  could  lead  to  reductions  in 
development and reproduction, however, longer feeding trials are needed to assess the effect of Si on 
insect  life  history  traits. Orthoptera  generally  have  a  less  permeable  gut membrane  (peritrophic 
membrane) compared to lepidoptera [30], which in theory should provide greater protection from 











































We measured  three  leaf  traits  that  are  relevant  to  herbivory.  Specific  leaf  area  (SLA),  leaf 
thickness and dry matter content (LDMC) can be considered measures of leaf structure and toughness 
and  are  associated  with  defence  against  herbivory  [34,43].  All  leaf  trait  measurements  were 








Relative electrolyte  leakage  (REL) was measured  in nine plants  from each Si  treatment using 
methods modified from Feng et al. [45]. In brief, six fully developed leaves were removed from one 
plant per cup. Using dressing  forceps,  in sets of  two,  leaves were damaged one of  three ways: 1) 
neither leaf was damaged (low), 2) one leaf was pinched 20 times (medium), or 3) both leaves were 
pinched 20 times (high). Each set of leaves was submerged in 10 mL H2O for 1 h at 25 °C and electrical 





















Harvested  plants were  dried  for  three  days  at  40  °C  and  ball milled  for  further  analysis. 
Approximately 80 mg of ground leaf material was analysed to measure Si concentration using X‐ray 
fluorescence spectrometry (Epsilon 3x; PANalytical, EA Almelo, The Netherlands). Si standards were 
prepared  by mixing  SiO2 with methyl  cellulose  in  the  range  of  0–10%  Si. Measurements were 
calibrated using certified plant material  (NCS ZC73018 Citrus  leaves, China National  Institute  for 
Iron and Steel). 
5.6. Insect Performance 















Si  and  damage  as  fixed  effects  and  a  Gamma  distribution  due  to  heavily  skewed  data  and 





in R  [48].  Standardised  effect  sizes  allow  for  the  comparison  of different  traits within  the  same 
analysis. A 95% confidence interval bar that does not overlap zero indicates a significant effect of Si 
supplementation; positive effect sizes indicate a positive effect of Si on the measured trait.  
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